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aq. polyamine with an aq. phosphonic acid or phosphonate, e.g. 
ClCH2P03Na2. Sulphonic acid/phosphonic acid ampholytes are prepd. by 
reacting aq. polyamine soln. with phosphonic acid/phosphonate , and 
adding propane sultone. COOH gps. are introduced by reacting with 
carboxylic acids, e.g. acrylic acid. 
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Patentanspruch; 

Wdtere AusbOdung des Verfahrcns zur Herstd- 
hmg wtflriger AmpholYtlfisungen odcr deren Gcmi- 
sdien aus den UmsetzungsprDdukten a) dner 
wflfirigen LBsung von Penttltbylcnhexamui odcr b) 
dner wtflrigen L6sung von Pentaflthylenhexamin. 
die mh Dimethybulfat oder in methano&scher 
L&sung mil Alkylfaalogemden teOweise quatcmicrt 
und anscMeflcnd mit Hflfe eines Ant on austaiisc h cs 
von sauren Umsetzimgsproduktcn befreit worden tst 
mit Propansulton oder Bromathansulfohslure und 
Auftrenmmg durch Elektrophorese gema\B Patent 
21 37 617A dadurch gckennzeichnet, daft 
man diese Umsetzungsprodukie zusfitzfich nut 
Chlormethanphosphoosflure und einer ungesliug- 
ten Carbonsaure in an sich bekannter Weise in em 
entsprcchendes Derivale-Getrusch uberfOhrL 



Gegenstand des Patents 21 37 61 7.0 tst cm Vcrf ahrcn tn 
zur Herstellung waBriger AmpholYtJdsungen oder 
deren Gemischen, das dadurch gekennzekhnct ist, da(S 
man eine waQrige Losung von Pcntaflthylenhexamin 
oder cine waQrige L&sung von Pentaathyfcnhexamin, 
die mit Dimethylsulfat odcr in mcthanolischcr Losung w 
mit Alkylhalogeniden icilweisc quatcmisicrt und an- 
schlieBend mittcls cines Anionetuustauschcrs von 
sauren Umsetzungsprodukten bcfrcit worden ist, mit 
Propansulton oder Brontfthansulfons&urc in an sich 
bekannter Weise umsetzt und in Obllcher Weisc minds *n 
Elektrophorese auftrenm. 

In der litem tur, z. & Swcnsson, H.{1%2) Acta Chcm. 
Scand. 1 6. A 5b -Abb; dcrselbc ( 1 96B) Prolidcs of the BioL 
Ruids 15, 515 - 522 ist gezeigt worden, daQ die mil clem 
Verfahren der isoelektrischen Fokussicrung crztcttcn as 
Substanzircnnungcn urn so schfirfer wcrderu jc groflcr 
die Anzah) der indivtducllcn Ampholytkomponemcn ist, 
von wclcher der pH-Gradicni getragen wird Die 
BegiQndung hierfOr crgibl sich wohl am anschaulichstcn 
aus den Arbehen von Leonard Ornstcin (1964) Ann. ?» 
New York, Acad Set 121, 321-44, wdche im 
wesentlichen besagen. daQ in rdnem Wasscr gcldstc 
Elektrolylc mit verrchiedenen Wandcrungsgcschwin- 
digkeiten in cincm clcktrischen Fekl one Kcttc van 
scharf voncinandcr abgescmen Zonen biWcn, wclche w 
kominuierlich in der Reihenfolge der Wanderungsgc- 
tchwindigkeiten aufdnander foigen und nirgends cine 
Lflcke von rdnem Losungsmittel las&cn. Die langsamc- 
rcn Zonen bremscn die schncllcn ab, die schncllcrcrt 
beschleunigen die langsamcn. WQrde zwischen den u 
Zonen cine Sidle mit reinem Wasscr auftretcn, so hfiltc 
diese im Verglcich zur Umgcbung cincn schr hohen 
ohnischcn Widcrsiand und cs wurdc dadurch cine hohc 
Poicntialdiltcronz /wischen den benachbarten Zonen 
deren gegenscitige Anzichung bewirkect Dicsc Gbcrlc- **» 
gungen gehen schon auf F. Kohlrausch zurQck: (18S7) 
Ober Conzcntralions-Vcrschicbungcn von L6sungcn 
und Losungsgcmischcn Ann. rhy. 6Z 209 — 23. Wind die. 



mhrende Zone abgebnemst oder Icontml sie zum 
Stillstand (durch pH-Verschiebung oder durch Siebwir- 
kung des Mediums) so laufen die anderen Zonen unter 
Erhdhtmg ihrer Konzentration dicht auf und bilden 
einen »Stack< dnen Stapd von scharf en ndisks*. Audi 
die hier beschnebenen Trigerampholyte ordnen sich zu 
dnem aStacka, wcil die fuhreode Komponente am 
konxentrierten alkaJischcn Puffennilieu des Kathoden- 
beretches aufl&uft. In jeder Zone wird das pH des 
isoelektrischen Punktes derselben mefibar. 

Ampbotere Substanzen, die man auseinandertrenncn 
rnochte, etwa Proteme, rind damit nur Spczialf&lle von 
Ampholyten, die sich im Stack dnordnen, Mehrere 
Protdne mit dicht bddnanderliegenden pi's werden 
eine gememschafUiche Zone bilden, es sd derm es flnden 
sich dnige Trigerampholyte mh noch dazwischen 
Ocgenden prs, wdche als aspacera oder Abstandszonen 
wirken kdnnen. Hicrauf kommt fur hohe Trennlcisttuv* 
gen a lies an. 

In der letztzhierten Arbeit von H. Swcnsson wird 
festgestelK daQ es wfinschenswert wfire, wen** die pis 
einzdner Tr&gerampholyte urn nicht mehr als 0X5 
pH-Emhciten voneinander diflcrieren wurden. Fur den 
Haupibereich zwischen pH 3 bk pH 10 ware also schon 
eine Zahl von 140 verschtedenen Ampholyten gefordert 
unter der Voraussetzung. dafl deren pi's saubcrfich 
nebeneinander gereiht wiren, was naturfich nichi der 
Fall isL Will man sicher sda daB fUr jeden Tdl des 
genannten Berdchs dne ausreictwnde Dichic an 
Einzelampholyten zur VerfQgung steht, so wird man 
deren Aitzahl urn dn Vidfaches erhohen mOsscn, ja 
diese Zahl kann gar ntcht groQ genug sdn. AuOerdcm 
wird man dafflr sorgen mOssen, daQ die pis auch 
wirklich fiber den gesamten interessierenden Bcrckh 
gestrcut sind indem man Gruppen mil stark venchiedc- 
ncn Dissoziationskanr.tanten in die Ampholyte cinfuhn. 

Die gcschildcrtcn VerhfiUnissc sind in den Fig. 1 und 
2 vcranschauKchL 
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Pig. I 

i^Schlcchl«: Wcnipc IrSpcrocnphnlyic hitden breile /»ncn 
im Stick. Zwci im pi fihr.lirtic Kompnncnicn ciner Proton, 
probe licgen dahcr aufcinamtcr ami wcrdcn titchi fi-irctmt. 
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0 5 10 15 cm 

«Out«: Vide Trtgeriinphalyte ttWcn cincn retch halugcn 
Stack. Audi rwtscben die beiden ProicmVntnponcntcn 
habea sich nocfa Trigcrampholyi-Koraponcfitcn geichoben. 

Die voriiegende Eifmdung hat es sich xur Aufgabc 
gctnacht, AmphoJytgemische hcrzustctten. welche einc 
groQc Anzahl Einzdkomponenten und einc brcilc 
Sircuung ihrer isoclcktmchcn Pun lite aufweiscn. 

Es wind dabci von Polyaminosulfonsaurcn ausgegan- 
gen, wcichc gemfiB Patent 21 37 617.0 aus Poiyathylen- 
poryaminen durch Uimctzung mit Propansulton, odcr 
liromllhansulfonsfiuren bzw.auch durch die Umsetzung 
von Pcntafilhytcnhcxanitn. welches mit Dimcthylsulfat 
odcr in methanol ischer Losung mil Alkylhalogenidcn toil- 
wcisc auatcrnisiert und anschlicBcnd mil HiUc cincs An- 
tonaustauschcrs von saurcn Umsctzungsproditklcn be- 
freil worden isterhallcn word en si rut Dieses Ausgangs- 
material wird, wic am Bcispicl PcntaSthylcnhcxamin gc- 
zeigt wird. mit AcrylsSurc und ChUirmcthanphosphon- 
sflurc nach folgcndern Schema (s. Sp. 5 u. 6) umgesctzt. 

Aus dem Reaktionsschetna crsicht man, daS mit den . 
vorgegebenen Partncrn bci Variicrcn dcr Mcngcnvcr- 4i 
hSUnisse cine groOe Zahl von Rcaktionsproduktcn xu 
crwartcn ist Die crfindungsgcmaBc Hcrstcllung von 
Ampholytlosungcn, wcichc sowohl Sulfonsaurc- a Is 
uuch PhosphonsSurc- und Carbons&urcgruppcn cnthal- 
Icn. wird nachfolgcnd an hand cinigcr Bcispiclc bc- 
schricben. Dcr EmfachhcU halbcr bezichen sich dicsc 
Bcispiclc auf die Wcitcrvcrarbcitung cincs cinfachen 
Umscizungsproduktes zwischen Pcntafithylcnhcxamin 
und Propansulton. Mit den methyl icrtcn Dcrivatcn wird 
analog gcarbcitct. Die Method ik Ichnt sich cng an v* 
dicjenige an, wcichc im Patent 21 37 61 7 Si ausFuhriich 
bcschricbcn worden fet Die dabci vcrwcndctcn 
Uinsclzungcn von PolySthyknpotyamincn mit Chlor- 
mcthanphosphonsSurc sind aus US- PS 2841611 be- 
kannt. Utmetzungen von PoJyathylcnpolyamincn mit *o 
AcrybSurc und ihren Homotogcn sind cbenfalb 
mchrfach bcschricbcn worden: Polyftthylcnpolyuminc 
mit Acrylsaurc und Mcihacrylsaurc; US-PS 21 95 974; 
Diaihylentriamin mit Acrylsaurc undCrotonsaurc: DBP 
7 30 360; Teiraathylcnpcntamin mil Malcinsaurc: m 
US-PS 30 77 407. 

Den anwehdungstcchniscticn Fort&chritt, wcichc 
crfindungsgcmSSc Yielkorr^jr.cnlcn-Ampholytc gc 
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gen&ber einfachcrcn Ammosulfons&ure-Ampholytgemi- 
schen bringen, kann man demonstriercn, indent man 
Vergletdtsvcrtuchc mit versduedencn Ampholyt-Ty- 
pen unter sonst mSgfichst gleichen Versuchsbedingun- 
% gen ablaufen Ufit A Is Dcmonstrationsobjekt wurdc 
Myoglobin aus Walfhchmuskd ausgew&hh, eln dem 
Blutfarbsioff verwandtes Protein, welches FrQher als 
dnheitlich angesehen worden war, bd der isoelektri- 
schen Fdkussierung abcrje nach Leistungsf&higkeit der 
m angewaedten Trennmeihode einc Mikro-Heterogenit&t 
von vier setoff getrennten Komponenten aufwrist Im 
Patent 21 37 617 wurdc die Versuchsanordnung pp 3/60 
— 5/15 ausfilhrBch bescbrieben. Zur maxima len 
Ausmltzung der Trennktstung wurdc aber das von 
is Davies, a J. & Ornstein, L (1964) Ann. New York Acad. 
Set 12L 350 emgefQhrte PoJyacrytamSd-Gel verwendeu 
urn Konvekuon im EekiTotyten zu verhindern, 

Es wurden vier Versuche ausgewShlt und das 
Trennergcbms nach Anflrben der Proicmfraktionen 
31 durch Densitometrie dokumentiert Die Fig. 3— 6 
zeigen den Verlauf der Licht absorption bci 560 run 
gegen den mittels etner Mikrodektrodc gemessenen 
pH-VerlaufimGeL 

2* Vergleichsvcrsuch A 

(Fig- 3) 

Rcaktionspanncr: 

Triathylenictramin +■ 0,5 Mol/N Propansulton 
mi ThcorcL Zahl dcr Reaklionsprodukte: 
2< -05-8 
Ergcbnis: 

Trcnnung in 2 Komponenten nur angedcutet 
Kommcntar: 

n Das »armc« Gcmisch. tm Prinzip nach dem 
Verfahren des Patents 21 37 617 hergcslcllt. Icistct 
nichtgenug. 

Vcrglcichsvcrsuch B 

Rcaktionsp&itncr: 

PcntaSthylcnhcxamin + 03 Mol/N Propunsulton 
ThcorcL Zahl dcr Rcaklionsproduktc: 

2* -05-32 
Ergcbnis: 

Die zwei Hauptkomponcntcn sind klar getrennt, 
die Gipfcl sind auscinandcrgcrOckt, die beiden 
Ncbcnkomponcntcn dcutcn sich an. 
>i Kommcntar: 

DicTrennlcislung cntspricht dem bishcrigen Stand 
dcrTcchnik. 

Vcrglcichsvcrsuch C 
(Fig. 5) 

Rcaktionspanncr: 

PcntaSthylcnhcxamin + 0M Mol Propansulton + 
0.1 7 Vul Chlormcthanphosphonsfiurc 
ThcorcL Zahl dcr Rcaktionsprodukte: 

3 6 < 05-364 
Ergcbnis: 

Die Hauptkomponcntcn noch wcitcr auscinandcr- 
gcrtickt. die Ncbcnkomponcntcn dcutlich abgc- 
sctzt. 
Kommcntar: 

Durch Hinzunahmc dcr zweiten Rcoktionskimipo- 
ncmc wird dicTrcnm.inir dentlirh vcrhc?*crt. 



22 30 743 



I 

CH, 
CU, 

+ HN — CHj — CHi — CH, — SOf 



CH, 
I 

CH, 
I 

NH 



+ C1CH,— PO,H, 



CWr 



=CH — COjH 



CH, 
I 

CH, 

*HN — CH, 
I 

CH, 
I 

CH : 
I 

NH 

I 

CH, 
I 

CH, 

4 

HjC I CHj 

CHj 

Vergleichsversuch D 
(Fig.6) 

Reakltonspartner: 

Pentaathylenhexamin + 0,17 Mol PropansuHon + 

0,17 Mol Acrylsaure + 0.17 Val Chlormcthan- 

phosphons&ure. 
TheoretZahl der Reaktionsprodukte: 

4**0.5-2048, 
Ergebnis: 

Scharfc Darslellung alter vicr Ko»nponcntcn. 
Kommentar: 

Im Einklang mil der Thcoric brings die crfindungs- 
gem&Be AusweUung in Zahl und Bcrctch der 
Tragerarnpholyt-Kornponenien eindeutig schfirfe- 
rc Substanztrcnnungen in der fcoelektrischen 
Fokussierungstechnik. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgcndcn 
Betspiete beschrieben: 

Beispiel 1 

(Hcratellung des Ausgangsstoffes) 

In einem 5-Uier-Drcihalskolben, der mil RucknuB- 
kQhler. ROhrer und geheiztem Tropftrichier ausgerflstct 
isu werden 446 g (2 MoU 12 Atom N) Pcntaathylcnhc*- 
amin mil 1850 g Wasscr vendtinnt Dazu werden 244 g 
(2Mol=Q,17 Mol/N) gcschmofzcncs Propansulton un- 
ter ROhren zulaufcn gclassen. Der Inhall des Reaktions- 
gcUBcs wird 1 Siundc lai:g bci 65° ^cruhrt. Das pH licgl 
bci 10.5. 
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in (erfindungsgemaB) 

Zu dem nach Bcispiel 1 hcrgcstdlien Gemisch aus 
Aminosutfonsaurcn kommcn 126 g (I Mol -0.17 Val/N) 
Chlonnelhanphosphonsaurc untcr ROhren hinzu. Das 

« Rcakiionsgcmisch blcibt IS Stutiden bci 65' s to hen. 
Nunmehr werden 144 g (2 Mol-G.17 Mol/N) Acrylsau- 
rc wgesctzt und wcitcrc 2 Slundcn bd 65° gchallen. 
Das Reaktionsgcniisch cnthalt jem insgesamt 900 g 
Ampholytgcmisch und wird mit Wasscr euf 45 Uicr 

vi tiner2%igcn [jdrungverdunnl 



s> Bcispiel 3 

(erfindungsgemaB) 

Zu dem nach Beispiel 1 hergcstellicn Gcmtsch aus 
tdi Aminosulfonsaurc kommcn 126 g (1 Mol -0,1 7 Val/N) 
Chlormethanphosphonsaure untcr ROhren hinzu. Das 
Rcaktionsgemisch blcibt 15 Stunden bci 65° stehen. 
Nunmehr werden 108 g (t. 5 Mol -0.1 3 Mol/N) Acryl- 
saure und 129g (1.5 Mol « 0.1 3 Mol/N) Crolonsaurc 
zugcsctzt und das Ocmisch wciicrc 2 Stunden bci 65 c 
gchaltcn. Das Rcakiionsgcmisch cnthalt jctzt insgesamt 
1000 g Ampholytgcmisch. welches zu 50 liter in Wasscr 
gcl&si wurdc. 
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Beispiel 4 

(EIektrophorc*e) 

a) allgemeine Methodik 

60 liter eines verdOnnten Reaktionsgemisches, 
welches nach Beispiel 2 hergesiellt wurde. kam rur 
Reinigung desselben von ntchtamphoteren Substanzen 
und besonders von Chlorid-Ionen in cLn mehrkammri- 
ges ElektrophoresegerSt mil 21 Kam mem, welche 
(lurch Platten aus poroscm Kcramikmatcrial von ci nan- 

Tabelle J 



8 



der abgetrennt simL Weitere Einzelheiten sind in 
Beispiel 5 des Patents 21 37 617 beschriebett. 

b) Elektrophorese 

s Nunraehr wind eine Gleichspannung von 200 Volt 
angclegt die wahrend 15 Stunden beibehalien wind. 
Nach dieser Zeit ist in den Kammem 4—18 kein 
Chforid-lon mehr nachzuweisen. Die Spannung wird 
dann im Laufe von 3 Stunden auf 1000 Volt crtiSht Die 
hi Messing des pH in den cinzdnen Kammem crgibt eine 
Vertcilung, die m TabeMe 1 wiedergegeben ist. 



Kjoimer-Nr. 
3 4 5 
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12 13 14 IS 16 17 



18 19 



pHdes 
Inhaltes 
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KM 93 &8 83 73 7,5 73 63 63 6\2 53 53 5,1 43 4.2 3.0 



Die Kammem wcrden gleidi nach der Bektrolyse 
entleert und in 7 Fraktionen vereinigt die skh aus dem 
pH derselbcn ergeben, so wic dies in Tabelle II 
angegeben isu 

Tabelle II 



Fraktton-Nr. 



pH 



2-3,4 
33-63 

7- 73 

8- 83 

9- 93 

10- 103 

11- 113 



Die Vercinigung von Fraktion 2 und Fraktion 3 ergibt 
cin Material, welches unmittelbar fQr viele" Vcrsuche 
herangczogen wcrden kann. Mh dieser Fraktion wurde 
auch der Vergleichsversuch 5 ausgefQhrt 

Wunscht man Ampholytgemischc zu erhahen, welche 
sich durcti einen engercn pH-Bereich auszeichnen, so 
mflssen die in Tabelle II aufgeltstcten Fraktionen nach 
Betspid 5c des Patents 21 37 617 einer Zwehelcktro- 
phorese unterworfen werden. Man findet dabei generell 
gegenuber den einfachen Ammosulfonsaure-Ampholy- 
ten einen flacheren Verlauf der pH-Kurve im gesamten 
BektrophoresegerSu so da3 man mehr irtdividuefte 
ReakttonsansStze herstetleii muB, urn auch im stark 
sauren und alkaiischen Bereich gute Auabeuten zu 



bekommen. Andercrseits hat man mil dem Vierkonv 
ponenten system viel besser in der Hand, wic man das 
Ausbcute-Maximum erhahen kann. 

Beispiel 5 

(Vergleichsversuch) 

Vol-Prozent a) 44,0 g Triathylentetramm mit 1850 g Wasser (12 

Atom N) warden mit 732 g (6 Mof) Propansulton 
«i gemSB Beispiel 1 umgesetzt und die auf 2% 
verdflnnte Losung der Elektrophorese gemSO 
Beisptele 4a und 4b unterworfen. Die pH- Fraktio- 
nen zwischen 3, 5 und 8,0 wurden gesammek und 
fur den nachfolgenden Vergleichsversuch A ver- 
ri wendcL 

b) 446 g Pentadthylenhexamin mh t850g Wasser (12 
Atom N) wurden mit 732 g Propansuhon (6 Mol) 
ganz analog umgesetzt und durch einfache 
El ektrophorese aufgearbeitet Die pH-Fraktion 

4n zwischen 33 und 83 wurde zur Ausfilhrung des 
Vergletchsversuches B verwendet 

c) 446 g Pentaathyienhexanun mh 1850 g Wasser (12 
Alont/N) wurden 588 g Propansulton 
(4 Mo1«034 Mol/N)nach Beispiel 1 umgesetzt und 

41 dann wurde nach emer Sumde 1 26 g Chlormethan- 
sulfons&ure(l Mol -0,1 7 Val/N) zugegeben und die 
Reaktion bei 65* 15 Stunden lang fortgesetzt Zur 
Aufarbettung durch El ektrophorese wurde wie in 
den vorangegangenen Betspielen 4a und 4b 
tp verfahren. Die pH-Frakttonen 33—8,0 wurden far 
den Vergleichsversuch C verwendet 
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